Особенности токсического действия 2, 4, 6-тринитротолуола на штаммы Bacillus subtilis SKI и Pseudomonas fluorescens B-3468: Автореф. дис.... канд. биол. наук: 03.00.07 by Яковлева Г.Ю. (Галина Юрьевна) et al.
0 - 7 3 4 О О 5 - ) 
На правах рукописи 
ЯКОВ ЛЕВ А ] АЛ № 1А Й Р Ь Е Ш А 
ОСОБЕ]HHOG1И ТОКСИЧЕСКОГО ДЕ0СТ ВИЯ 
2,4,6-ТРИШГГЮ Г ОЛУОЛА НА ШТАМП IW BACILLUS SUBTIUS SK1 
И PSEUDOMQNAS FLVORESCENS В-3468 
03.00.07 - микробиология 
а 
АВТОРЕФЕРАТ 
диссер!ации на соискание ученой стегани 
кандидата биологических наук 
Казань - ?003 
Работ выполнена на кафедре микробиолоши Казанского государственного универ-
ситета им. В.И. Ульянова-Ленина 
Научный руководитепь. цохтор биологических лаук, профессор 
Б,М Куриненко 
Официальные оппоненты- докт эр биологических наук, профессор 
Д.Г. Ицш}Хамстова 
доктор биологических наук, 
ведущий научнык сотрудник 
Г.И. Эль-Регистан 
Ведущая организация: Военный университет радиационной, 
химической и биологической защи~ьг 
г. Москва 
3? 
Защита состойся £ ^ 2003 г в /У на 1аседляии дисссртацжчшого совета 
Д,212.081.08 при Казанское государственном университете им. В И. Ульянова-
Ленина, 420008, г. Казань, ул. Кремлевская, д. 18. 
С дисссргааией можно ознакомиться в библиотеке Казанского государственного 
университета 
Автореферат разослан / У ^ ^ ^ ? 2003 г. 
Ученый секретарь 
диссертационного Совета , 
кандидат биологических наук jfr^fc- Q^jL&^^i А.Н Аскарова 
0 - 7 3 4 0 С 5 ~ j 
ВВЕДЪНИК 
АК1умЛЫ1иСТЬ проблемы. Нигроароматическис соединения хрыдишшпно ИС-
моньпутот п качестве взрывчатых нещеегв и сырья для производство красителей, 
синтетических полимеров и растворителей. О т известны так же как избирательно 
действующие лекарственные препараты и пестициды, Ьолшгинство из тгих высоко-
токсичные и трудноряз пагаемые неприродные соединения, относящиеся к числу 
экологически опасных всщсств. 
Одним ИЗ представителей по иинитроароматических соединений является 
2,4.6- тринитротолуол (ТНГП - вещество, отличающееся выраженными токсически-
ми сьойсгвами и устойчивостью к бис деград^ ции С увеличением уровня производ-
ства ТНГ, вызванной! потребностями военных, возрастает значение ремедиацпи 
мест производства ТНТ, оказывающего вредное влияние на окружающую сред)' 
В настоящее время наряду с физическими и физико химическими способами 
дстоксикации отходов, загрязненных ГШ , ра^абатываются подходы для их биоре• 
медиации с использованием микроорганизмов: 1рибов (FemanUo el al., 1990, llawarl 
et al., 1999), анаэробных (Boopathy, Kulpaing, 1992, Boopathy et al., 1993; и азрибных 
бактерии (Наумова с соавт., 1979; Наумова с соавт. 1988; Boopathy tt al., 1994, Kala-
fut et al.,1998). 
Механизм биогрансформацяи THT аэробными и аэ}:>о толерантным а микроор-
ганизмами интенсивно исследустся (Bcopathy et al., 1994; Fuller, Manning, 199"*; 
Fiench cl &Zt Ш » ; Kalamt et a!., J998; Наумов с соант., 1998, 1999; llawari et. al., 
2000, Esteve-Nunez et at., 2001; Зарипов с соавт., 2002; Zaripov et at., 2002). Установ-
лены различия в стратегии трансформации ксенобиотика аэробными грамотрица-
1 елънытга и грамположисельными бактериями (Kalafut et al., 1998). Вместе с тем, 
во) [рос о механизмах его токсического действия на микроорганизмы - деструкторы 
вообше и на наиболее чувствительны* к токсическому действию ТТТГ аэробные 
грампоЛОЖитйльные бактерии в частности, остается открытым 
Токсическое действие различных веществ может не только подавлять жизне-
способность микроорганизмов, но и вызывать их метаболическую адагиацию к но-
вым условиям существования, механизмы которой могуг Сыть разнообразными Б 
основе адаптации микроорганизмов к токсическим веществам нередко лежит ис-
пользование как специальных ферментов дегоксикации, так и различных фермент-
ных систем обмена веществ клетки. Количество и последовательность использова-
ния ферментных систем дли дегоксикации будут зависеть от совокупности их 
своясть и, в частности, от устойчивости ферментов к пнак 1шшрующем\ (ишиби-
руюгаему) действию ксенобиотика и от значения каталитической константы в реак 
циях превращения ксенобиотика кяк субстрата Исходя из этого логично предполо-
жить, что концентрация ТНТ может окапать решающее значение на его трансформа-
цию той или иной ферментной системой клетки., что, вочможно, и определяет осо-
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беннШеТИ, так называемой, rrpaiei ки транс форм л» in и Адаптационные процессы не 
ограничиваются реакциями детоксикации, а затрагивиют целый ряд морфо-
ф»: дологических показателей клеток (Пронин с соавт., 1982; Мулюкин с спавт., 
1996, Мулюкин с соавт, 1997; Мулюкин, '.998). Влияние токсических конценпраций 
ГШ на морфо физиологические показа!ели клегок микроорганизмов-деструкторов 
практически не исспсдованы несмотря на то, что такие исследования имеют несо-
мненное теоретическое и прак гическое значение. 
Цель н задачи исследопанш:. В связи с вышеизложенным целью работы яв-
ляется оценка токсического действия pajличных концентраций ТНТ на морфофи-
зиилогические и физические свойства клеток грамположитсльного ппамма Bacillus 
subtilis SKI и на стратегию граисформации ксенобжугика в сравнения с известным 
грамо юрцательным штаммом-деструктором ТЯГ Pseudomonas fluoresces В-3468. 
В соответствии с поставленной цепью были определены следующие задачи 
исследования: 
L Установить характер воздействия различных концентряшгт ТНГ на рост, моно-
логические и физические своиава клеток В subtilis SKI и Ps fluoresces В-3468 
и на деструкцию ксенобиотика исследуемыми штаммами. 
2. Оценить влияние ТНТ на некоторые физиологические показатели штаммов В. 
subtilis SKI и Ps. fluorescent В-3468. 
3. Определить природу продуктов, характеризующих страгехию трансформации 
различных концентраций TIЛГ штаммами В. subtilis SKI и Ps. fluoresce™ В-3468. 
4 Оценить возможность использования пеепеиифического стимулятора метаболиз-
ма - РНКазы Bacillus intermedius для стимуляции роста В subtilis SKI и Ps. fluo-
resces В-3468 и их способность трансформировать ТНТ. 
Научная новизна работы. Установлено, что все исследованные концентра-
ции ТНГ токеттчшл для В. subtilis. SKL При нииких концентрациях ТНТ (20 мг/л) в 
ереде культура сохраняет активный метаболизм и жизнеспособность. После элими 
нации ТНТ из среды культивирования бактерии переходят к активному росту. Ток-
сическое действие концентраций нитроарила превышающих 50 мпл проявляется в 
подавлении роста культуры, уменьшении количества колониеобразующих клеток, 
снижении скорости уаили^ации глюкозы и по греблении кислорода, уменьшении ко-
личества восстановленных нихотанзмндадепиндинуклеотидов и окисленных флаяй-
човых кофакт< ipoe. 
Впервые установлено, что концентрации ТНТ превышающие 50 мг/л вызыва-
ют изменения структурно-морфологических особенностей клеток (уменьшение раз-
меров и увеличение улельной илотности), а также увеличение их термостабильно-
CTW 
Установлено, что несиенифический стимулятор метаболизма бактерий -
РНКаза ВиЫ11и$ intermedins (биназа) v п ^ т м ^ ^ е ^ i ействие ТНТ и не 
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стимулирует элиминацию ксенобиотика. 
Впервые пока юно изменение стратегии трансформации ксенобиотика одним и 
LCM же грамположительным штаммом в зависимости от концентрации ТШ. Уста-
новлено, что при концентрации ксснооиогиха 20 и 50 мг/л в культурыльной жидко-
сти преобладают продукты нитровосстановления (ПНВ), а при концентрации выше 
50 MI/л при незначительном количестве ПНВ в среде кулыивщюьаиия начинают 
накапливаться нитраты. Увеличение количества нитритов при неизменной кочцен-
(рации продуктов нит{4iBO' .становления свидстсчьствует об использований клеткой 
ферменгашицых систем, приводящих к образованию продуктов трансформации 
'I IП не содержащих аминогрупп, и, следовательно, К изменению стратегии транс-
формации ксенобиотика. I 1еректючение стратегии трансформации зависит от дли-
тельности контама клеток с ксенобиотиком С увеличением длительности контакта 
иорог переключения смешается в об пасть более низких концентраций ТТЛ". 
Значимость работы. Изменение стратегии трансформации THY, связанное с 
изменением токсического пресса ксенобиотика, впервые описано в дан но.: рабою 
для аэробного г рамположительного штамма В subtilis SKI. Выяснение механизмов 
переключения представляет интерес для фундаментальной науки. Вероятность тако-
го переключения следует учитывать также при использовании грамположительных 
бактерий или микробиологического сообщества для биодеградации отходов, содер-
жащих ГНТ. 
На примере i рймположит елъного штамма Р subtilis SKJ впервые установлено, 
что токсическое действие THI сопровождается уменьшением оазмеров и увеличе-
нием показателя преломления (удельной плотности) клеток. Эти данные цепссооб-
разно учитывать при определении кинетических параметров pocift бактерий в усло-
виях юксического пресса. Пренебрежение эшмк данными при определении кинети-
ческих параметров роста бахтерий, выращиваемых в условиях токсического пресса, 
может приьесш к некорректным выводам если эти параметры сформулированы на 
осноье оптической плотносги кулыуры. 
Впервые показано, что ТИТ в токсических концентрациях увеличивает термо-
стабильность аэробных гр^мположительных бактерий. Наряду с уменьшением раз-
меров и увеличением показателя преломле1ШЯ (удельной гимняоезд клеток л о яв-
ляется свидетельством структурно - функщюнатьных перестроек клеток в условиях 
токсического пресса. 
Апробация работы. Основные положения диссертации доложены и обсужде-
ны на иго1Ч>вых научных конференциях Ю У (1997,1998, 1999, 2002); Всесоюзной 
конференции "Биотехнология и биофизика микробных популяций* (Алма-Ата, 
N91); Всесоюзного симпозиума "Микробиология охраны биосферы в регионах 
Урала и Сеь.Прикаспия" (Оренбург, 1991); II Республиканская на)чная конференция 
молодых ученых и специалистов (KaiaiiL, 1996); XJ Всероссийской конференции 
б 
"Ферметпгы микроорганизмов" (Казань, 1998); XII юбилейной конференции "Фор 
менты микроорганизмов" (Казань, 2001). 
Публикации. По материалам диссертации опубликовано 11 работ. 
Структура и ойъем работы. Диссертационная работа включает в себя разде-
лы: введение, материалы и методы исследований, результаты исследований, обсуж-
дение результатов, выводы и список используемой литературы. Работа изложена на 
109 страницах машинописное текста, иллюстрирована 21 рисунком и 5 таблицами. 
Цитируемая литература включает 191 источник, из них 143 - работы иностранных 
авторов. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
У, Микроорганизмы, среды и условия культигированкя 
Объектом исследования служили штаммы Bacillus sp.SKl, в дальнейшем оп-
ределенный как В. subtilis SKI > и Ps. jluorescens В-3468 из музея кафедры микро-
биологин JKJ У. выделенные из почв, загрязненных ТНТ, 
Инокулят выращивали в копбах на МПБ 16-18 ч при 30ftQ и вносили в сред}' 
«И 7 
культивирования до конечной концентрации 4-10 кл,/мл, Культивирование вели в 
колбах на 250 мл на встряхипателе "Лавр 30" при 120 об /мин на синтез ичоской сре-
де следующего состава (г/л): (N'J I4)2S04 - 0.5; MgS04 7II20 - 0.25; NaCl - 0.5; глю-
коза - 3.0; фосфатный буфер (0,2 М МЩР04 / Na2HP04 , рН 7 0) - 4 % (об./об.). Для 
репрессии спорообразования в среду добавляли 20 % (об./о6 ) МПБ и б % (об./об.) 
глюкозы, 
ТИТ, предварительно растворенный в этаноле, вносили перед автоклавирова-
нием в подогретую до 80°С среду до конечной концентрации 20 - 200 мг/л. 
PHKajy Bacillus iniertnedius (КФ 3.1.4.23) выделяли но известному методу (Го-
лубенке с соавт., 1979) и использовали ^лсктрофоретически гомогенный препарат с 
удельной активностью 106опт.ед/мг. Фермент в концентрациях от 10"7 - 10~1  
MI/МЛ вносили одновременно с инокулятом. 
2. Микробиологические методы 
Q, концентрации биомассы судили по оптической плотности, измеряемой на 
фотоколориметре КФК 2-УХЛ4.2 при длине волны 670 им, и по общему количеству 
клеток Подсчет общего количества бактериальных, клеюк велся в камере Горяева. 
Жшнеспос об н о сть микроорганизмов определяли путем подсчета числа коло-
нисобра^ющих единиц (КОЕ). 
Термоустойчивость микроорганизмов определяли при подсчете числа клеток, 
оставшихся жизнеспособными после прогрева клеточных суспензий (0.5 мл) 10 мин 
при 80е С D уль гра термостате. 
Микроскопические наблюдения проводили с помощью микроскопа Саг! Zeiss 
Jena (ГДР) с фачопо-контрастным устройством. Размеры клеток популяции опреде-
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ляли с помощью окуляр микрометре (Методы сю щей бактериологии, 1983) 
Для расчета удельной плотности клеток использовали фотометрическое опре-
деление показателя преломления бактерий 'жетраполяционно-фафичееким методом 
(Фихман, 1967). 
Окраска спор проводилась по Шеферу - Фултону (Методы общей бактериоло-
гии, 1983) 
Количество поглощенного клетками кислорода определяли газом*трическим 
методом в аппарате ВарОурга (Семиха^она, Чулано^кая, 1965). 
,3. Химические и биохимические методы 
Для определения Т1ГГ использовали метод, оснований на цветной реакции 
ТНТ с Na2S03 в щелочных условиям (Лурье. Рыбникова, 1974). 
Для интегральной опенки кочичестнд продуктов нитровосстаугпвлеиия £ПНВ) 
исполыовали способность альдегидов, в тем числе и ароматических, взаимодейст-
вовать с восстановленными азотсодержащими соединениями (Каррер, 19б2). Сум-
марное количество НЫВ определяв с помощью цветной реакции с п-
диметилампнобензальдегидом по методике, описапной Наумовой с соавт. (1983). 
Л и выделения и идентификации метаболитов 0 5 л отделенной иен грифу ги-
ровапием (10 мин, 8000 g) от клеток культуральной жидкости и экстрагировали 
дважды 1 л ди^тиловою зфира Объединенный •жегракт высушивали безводным 
раствором Na2S04 и OTJ оняли под вакуумом при 50", перерастворенный в дюгшкь 
пом эфире осадок разделяли на пластинках S<lufol UV 234 (1М) х 150 мм) в системах 
растворителей: 1) бензол -ЗиЛроформ - зтанод (63 : 30 . 7), 2) бензол - диоксан - ук-
сусная кислота (90: 25' 4). Хроматограммы проявляли .экспозицией в УФ-свсге. 
Нитриты определяли по общепринятой методике с реактивом Грисса (Hanson* 
Phillips, 1981) 
Концентрацию глюкозы определяли ферментативным методом (Hergmeyer et 
al.,1971). 
Количество окисленных и восстановленных кофакторов определяли спек-
трофлуоримс1рически (Harrison, Chance. 1970; Лукьянова с соавт., 1982) на спек-
грофлуориметре "SIGNE - 4NT (г. Рига"). 
Нитрооедуктази-ую активность pei ИСтрировалИ опектрофот омстрически при 
340 нм (Bryant, DeLuca, 1991) и рассчи швали с учетом коэффициента молярной 
экстиякции CNMW/H 62201VT им 
Активность Р1 ЦСг'ЗЫ Bacillus Intermedins определяли по накоплению кислото-
растворимых продуктов гидролиза PI 1К (Ленинская с соавт., 1980). 
4. Статистические обработка результатов 
Матемагмчоскуто обработку данных проводили в стандартной компьютерной 
программе "'Microsoft l-xcel", В работе все эксперименты были проведены не менее 
чем в пяти повторностях. Группу данных считали однородной, если срсднсквадра-
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тичсское отклонение о в ней не превышало 13 %. Различие между группами считали 
достоверным при критерий вероятности Р<0,05. 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИСЛЕДОВАНИЙ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Влияние ТНТ на пост и д е с т р у к т и в н ы е свойства В. subtilis SKI и Ps. fluv-
rescens B-3468. D экспериментах использовался широкий диапазон концентраций 
ТНТ - от 20 до 200 мг/л. Внесение ксенобиотика в среду культивирования оказывало 
иигибируюшее действие па рост В. wbtihs SKI (Рис.1). Рост В. subtilis SK ( на среде с 
ТНТ в концентрации 20 мг/л наблюдался начиная с 4 ч культивирования, после эли-
минации ни гроарида из среды культивирования. В средах с более высокими концен-
трациями ксенобиотика так же отмечалось достоверное увеличение оптической 
плотности, однако, это увеличение было значительно меньше, чем в контроле. 
время, ч время, ч 
Рис. I, Динамика роста В. subtilis SKI (А) и Ps. Jluorescens В-3468 (Б) при различных кон-
ценфадиях ксепоРиотикч- 1 - контр, без ТНТ; 2 - ГИТ 20 мг/л, 3 - 50 мг/л; 4 - ЮС мг/л; 5 -
150 мг/л; 6 - 200 мг/л. На этом и последующих рисунках достоверные отличия от контроль 
(Р<0.05) обозначается 
В отличие от чувствительной к токсическому действию ТНТ В subtilis SKI из-
вестный штамм-деструктор Ps. fluorescens В-3468 способен расти в присутствии 
всех исследованных нами концентраций нитроарила. Следует отметить, что рост 
штамма (увеличение оптической плогносги среды культивирования и общего коли-
чества клеток) на средах с ксенобиотиком достоверно не отличался от роста куль-
туры в контрольном варианте. 
Несмотря на чувствительность В. subtilis SKI к токсическому действию ТНТ, 
она обладала способностью к элиминации ксенобиотика из среды культививвания 
- к 24 ч культивирования полностью при исходной концентрации 20 и 50 мг/л и к 48 
ч на 40, 24 и 18 % при начальной концентрации 100, 150 и 200 мг/л соответственно. 
Штамм Ps. jluorescens В-3468 так же к 24 ч полностью элиминировал ТН Г из среды 
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куттьтичирования с исходной концентрацией 20 и 30 мг/л и к 48 ч на 93, 62 и 46 % 
при начальной концентрации 100, 150 и 200 мг/л соответственно. Скорость элими-
нации ТИТ из среды куль тивирования обоих штаммов не зависела от концентрации 
нигроарила Причем следует отметить, что в первые 2 ч наблюдалось резкое сниже-
ние концент рации ТНТ в среде культивирования В. subtilis SKJ при всех концентра-
циях ксенобиотика. Скорость элиминации ТНТ из среды культивировали ч Ps flvo-
resccm В-3468 в этот промежуток времени приблизительно в 7 раз ниже» чем В, 
subtilis SKI. Эго, вероятно, связано с тем, что удельная нитроредуктазная активность 
В. subtilis SKI (0.041 ± 0.002 ммодь • мин'1 • мг в 2 раза выше удельной нитроре-
дуктазной активности Ar. fluorescens В-3468 (0.022 ± 0.003 ммоль - мин 1 • мг'1), 
Принимая во внимание чувствительность В. subtilis SKI к токсическому дей-
ствию ТНТ было определено влияние различных концентраций ксенобиотика на 
общее число и количество колониеобразуюших клеток исследуемого штамма (Рис. 
2), Полученные данные свидетельствуют, во-первых, о том, что элиминация ксено-
биотика происходит в вариантах с концентрациями ТНТ(100, 150 и 200 мг/л), 
уменьшающими количество колониеобразуюших клеток при достоверно не изме-
няющемся их общем количестве. Следовательно, трансформировать ксенобиотик 
способны не только колониеобразующие клетки. Во-вторых, рост значений оптиче-
ской плотности сред кучьтивировгния, содепжащич ГШ в концентрациях, препят-
ствующих увеличению общего количества клеток, не связан с ростом культуры. 
время, ч время, ч 
Рис. 2. Общее число (А) и количество колониеобразуюших клеток (Б) В. subtilis SKI при 
росте культуры на синтетической среде с {дотюттми концентрациями ТНТ: 1 - контр, 
без ТНТ, 2 - ТНТ 20 мг/л; 3 - 5 0 мг/л; 4 - 100 мг/л: 5- 150 мг/л; 6- 200 мг/л, а- количество 
клеток Й нулевой момент времени 
Влияние ТНТ на морфологические и физические свойства клеток В. ъиЬ-
tilh SKI, Чтобы объяснить увеличение оптической плотности при"культивировании 
В, subtilis SKJ в присутствии токсических концентраций ксенобиотика были оиреде-
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лены физические параметры клеток исследуемого штамма. 
Из представленных на рнс.З данных видно, что в вариантах опыта с концен-
трацией ТНТ 100 - 200 мг/л размеры клеток достоверно ниже, чем в контроле. Наи-
меньшие .размеры характерны для клеток, культивируемых в среде с концентрацией 
ксенобиотика 150 и 200 мг/л. 
Рис 3. Изменение размеров клеток В. 
subtilis SKI при росте культуры на синте-
тической среде с различными концентра-
циями ТИТ: 1 - контр без ТНТ; 2 - ТНТ 
20 мг/л: 3 - 5 0 мг/л; 4 - 1 0 0 мг/л; 5 - 1 5 0 
мг/л; 6 - 200 мг/л. За 100% изят размер 
клеток инокулята. 
время, ч 
Уменьшение размеров клеток в среде культивирования содержащей ТНТ в кон-
центрациях 100 - 200 мг/л не согласуется с увеличением оптической плотности. В г,вя-
эи с этим был определен показатель преломления клеток (табл. 1). Из данных табли-
цы видно, что показатель преломления клеток, культивируемых с ТНТ, выше показа-
теля преломления и удельной плотности клеток в контроле. При микросконяровании 
живых неокрашенных препаратов в проходящем свете большинство клеток опытных 
вариантов более контрастны, чем клетки контроля. 
Таблица 1. 
Влияние ТНТ на показатель преломления и удельную плотность клеток 





Удел ьная плотность 
клетки, г/см' 
0,25 СС 1,390 ± 0,005 1,0778 ± 0,0002 
СС+ТЬТ 
(200мг/л) 
1,385 ^0,001 1,0705 ±0,0001 
24 СС * 1,395 ±0,001 1.0848 х 0,0001 
с с + т н т 
(200мг/л) 
1,408 ±0,005 1,1028 +0,0007 
с с , 1,382 ± 0,002 1,0668 ± 0 0004 
Примечание: СС - синтетическая среда; СС| - для репрессии спорообразования в синтетиче-
скую среду добавляли 20% МПБ и 6% глюкозы; * - наличие в пробе спор 
п 
И честно, что споры обладают более высоким показателем преломления 
(удельной плопюстыо) по сравнению с вегетативными клетками (Фихман, 1967) и 
характеризуются высокой термостабильностью. Споры обнаруживались при микро-
скопировннии препаратов, окрашенных для обнаружения спор в контроле на 24 ч и в 
средах с концентрацией 11 IT 20 - 50 мг/л на 48 ч культивирошшия Поэтому не-
большое увеличение ко: >ффициен'1 а преломления и удельной плотности клеток в кон-
фоле на 24 ч культивирования, вероятно, (.убу^овлено вкладом в эти показатели фи-
зических свойств спор. Это предположение подтверждается и тем, Л Ь показатель 
преломления и удельная плотность клеток, шлрашепьых на среде репрессирующей 
спорообразонание, ниже значений этих показателей клеток исходного инокулята, В 
вариантах опыта с ТНТ в концентрации 100-200 мг/л споры не были обнаружены 
вплоть до 48 ч культивирования. Тем не менее, мы сравнили термоустойчивость кле-
ток В.subtilis SKI выросших в присутствии высоких концентраций ТНТ с клетками 
контроля. Из полученных данных следует, что уже на 6 ч клетки, культивируемые в 
присутствии 100 - 200 мг/л T1IT более термоустойчивы по сравнению с клетками кон-
троля, и в особенности с клетками, выросшими в условиях подавления спорообразо-
вания. 
Таким образом, на примере ipaMilo; южи гельного штамма В. subtilis SK1 нами 
впервые установлено, что токсическое действие Л IT сопровождается уменьшением 
размеров и увеличением показателя преломления (удельной плотности) и термоста-
бильности клеток. Такие изменения клеток В.subtilis SKI, культивируемых в присут-
ствии высоких концешраций ТНТ, а так же отсутствие спор при микроскопировании 
окрашенных препаратов, сближает их с так называемыми цистоподобнымм рефрак-
терными клетками (ЦРК) (Пронин с соавт., 1982; Мулюкин с соавт , 1996; Мулюкин, 
1998). ЦРК» ч гом числе и 1ГРК бацилл, образуются в неблаг оприятных для роста бак-
терий условиях под действием внутри- и внеклеточных факторов анабиоза, имеюших 
структуру алкилоксибензолов (факторы dj). Таким образом, представленные нами 
данные свидетельствуют о том. что токсическое действие 'ШТ на клетки В. subtilis 
SKI нельзя характеризовать как тривиальное снижение жизнеспособности клеток 
Описанные изменения в свойствах клеток носят скорее адаптивный характер и, 
возможно, являются следствием лоз действия на клетки непосредственно ТНТ или ин-
дуцируемых им факторов. 
Влияние ТНТ па некоторые физиологические показатели штаммов & sub-
tilis SKI и Р& fluorescent В-3468 Изучение влияния ксенобиотика на процесс потреб-
ления глюкозы велось на средах содержащих две крайние из испытанных ранее кон-
центраций ТНТ (20 мг/л и 200 мг/л). Как видно из рис. 4 наиболее активное потребле-
ние глюкозы из среды отмечалось в течение первых двух часов культивирования В. 
subtilis SKI, затем скорость утилизации заметно снижалась. Налиная с 4 ч культивиро-
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вания в среде с кончен фацией ГНТ 200 мг/л глюкоза праю ически перестала утилизи-
роваться. В среде с концентрацией ТНТ 20 мг/л скорость п>угребленш» глюкозы начи-
ная с 6 ч (момента полной элиминации ТНТ и началом роста культуры) вновь возрас 
тала Потребление глтокозы штаммом Ps. fluorescent В-3468 замедлялось ь присутст-
вии ГНТ в концентрации 200 мг/л. Однако, к 8 ч культивирования скорости потребле-
ния т люкош в прису тс твии испытанных кои центраций ТНТ были равны показателям 
контроля. 
Время, ч время, ч 
Рис. 4 Динамика, утилизации глюкозы при росте В. subtilis SKI (А.) и Ps flucrescens В-3468 
(Ь) на еингг гической среде с различными концентрациями ТНТ: 1- контр без ГНТ, 2- ПГГ 
20 мг/л; 3 - 200 мг/л. 
Тахже как и потребление глюкозы ТНТ подавлял и потребление кислорода В 
subtilis SKI. Так эндогенное дыхание в присутствии 50 Mi/л (удельная концентрация 
1,25-10 цМ'кл ) и 100 мг/л (удельная концентрация 2.5-10'7 ^М/кл) ниже, чем в кон-
троле в среднем на 11% и 36 % соответственно. 13 отличие от В subtilis SKI присутст-
ьие тех же концентраций ксенобиотика (50 и 100 мг/л) интенсифицировало потребле-
ние киспорода штаммом Ps. JIuorescens В-3468. Так количество потребленною кисло-
рода при JTHX концентрациях нитроарнла за У0 мин выше на 26 и 29 % соответствен-
но, чем в контроле (эндогенное дыхание). 
Внесение в реакционную cvecb в качестве субстрата глюкозы (4рМ"» привело к 
интенсификации дыхания обоих штаммов: В. subtilis SKI в среднем на 75 % по срав-
нению с эндогенным дыханием, a Ps fluorescent В-3468 - на 102 % (Рис. 5). Присутст-
вие в реакционной смеси ТНТ достоверно не снижало интенсивность дыхания нечув 
ствите"ьного к токсическому действию ксенобиотика Ps. fluoresceins В 3468. В проти-
воположность этому потребление кислорода В subtilis SKI резко снижалось после 
внсссьня в реакционную смесь ТНТ 
Таким образом, ТНТ подавляет как утилизацию глюкозы, гак и дыхание штам-
ма В. subtilis SKI, стимулирует эндогенное дыхание Ps fluorescent В-3468 и не оказы-
вает достоверного эффекта на дыхание штамма в присутствии 1ж0т енной глюкозы, 
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Высокая концентрации 1 Ш" (200 мг/л) замедляет утилизацию глюкозы Ps. fluoresced 
В-3468. 
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Рис. 5. Влияние ТКТ на потребление кислорода В subtilis SKI (А) и Рх. Jluorescens В 2468 
fb) в присутствии глюкозы (4рМ;: 1 - кошр (глюкоза К 2 - глюкоза + 7НТ 50 мг/л (удельная 
концентрация 1.2510' мкМ/кл); 3 - глюкоза + ТНТ 100 мг/л (удельная концентрация 2.5-10"' 
мкМ/кл); 4 - *ндо» еьное дыхатгс; | - ТНТ ь среде не определяема. 
Так как в процессах дыхания и ушлизашш глюкозы образуются восстановлен-
ный НАД (НАДФ) и окисленный ФАД (ФМН), а так же учитывая участие кофамиров 
в процессе трансформации ТНГ - образовании продуктов ни гровосс i ановления (Нау-
мова с соавт., 1983, Spain» 1905; Kalafiit et al., 1998; Нрумов с соавт., 1998, 1999) - в 
следующей серии экспериментов была определена их динамика в клсисах В uihtihs 
SKI и Ps. fluorescein В-3468, культивируемых в присутствии ТТГГ 
Динамика исследуемых кофакторов в контрольных вариантах В subtilis SKJ и 
Ps. jluorescens В-3468 характерна для мсгаоолидирующей культуры в период акшвно-
го рост? (Евтодиснко, Акименко, 1998) (Рис. 6). В присутствии 20 мг/л ТНТ интенсив-
ность снижения количества восстаиовленнош НА Д (НАДФ) в клетках В subtilis SKI 
выше, чем в контроле, однако, при этом отмечалось и резкое снижение (вплоть до 4 ч 
культивирования) количества окисленного ФАД (ФМН) (Рис. 6 А). Такой характер 
динамики кофакторов в присутствии 20 мг/л ТНТ обусловлен, вероятно, тем, чго в те 
ченле Первых 4 ч культивирования восстановленный НАД (НАДФ) используется дья 
образования продуктов нифовосстановления, при тгом наблюдается также выражен-
ное подавление системы окисления ФАД (ФМН). Последнее обсшлгельство дает 
основание предполагать блокирование системы переноса водорода на хиноны дьгха-
гельной цепи. После элиминации ТНТ из среды культиьироьания содержание окис-
ленного ФАД (ФМН) возрастало, что соответствует переходу кульгуры к активному 
росту и наряду с восстановлением потребления глюкозы свидетельствует об обрати-
мости ин[ибирования активности ключевых дегидрогеназ окисления глюкозы и сие-
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темы переноса водорода на хипоны дыхательной цепи. 
В присутствии 200 мг/л ТНТ падение содержания восстановленною НАД 
(МАДФ) и окисленного ФАД (ФМН) еще более значительно. 11одобная динамика ко-
факторов, более значительное подавление потребления глкШзы и уменьшение коли-
чества жизнеспособных клеток свидетельствуют о более сильном и длительном воз-
действии этой Концентрации ТНТ на этапы рсдокс-системы, ингибируемые ксенобио-
тиком уже в концентрации 20 мг/л. 
Рис. 6 Динамика восстановленного НАД (НАДФ) (1) и окисленного ФЛД (ФМТП (И) 
а клетках В subtilis SKI (А) и Ps fluorescens В-3468 (Б) при росте культур на син-
тетической среде с различными концентрациями ксенобиотика: 1- контр беэ ТЕ IT; 2-





т 1 т 
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ТНТ в концентрации 20 MI/л не влиял на динамику восстановленного НАД 
(11ЛДФ) в клетках Ps fluorescent В-3468, но даже в этой концентрации значительно 
снижал, содержание окисленного ФАД (ФМН) по сравнению с контрольным вариан-
том (Рис. 4 Ь). В присутствии ТНТ в концентрации 2U0 мг/л в первые 15 мин культи-
вирования так же как и у В. subtilis SKI, наблюдалось снижение как восстановленного 
НАД (НАДФ), так и окисленного ФАД (ФМН). Такую динамику кофакторов можно 
объяснить либо использованием восстановленного ФАД (ФМН) в процессе трансфор-
мации ТНТ, либо так же как и у J5. subtilis SKI ищ ибированисм системы переноса во-
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дорода на хиноньт дыхательной цепи. Отсутствие подавления дыхания не исключает 
использование части восстановленного ФАД (ФМН) на восстановление ТНТ Так же 
кик и в случае с В. subtilis SKI динамика кофакторов и динамика утилизации глюкозы 
соответствует росту ку^туры Ps, fluorescent В-3468 в присутствии ГШ. 
Таким образом, внесение в срсду к^льтишроаоиия ТНТ подавляет образование 
восстановленного НАД (НАДФ) и окисленного ФАД (ФМН), а так же утилиюнито 
гпюкозы и дыхание грамположительного штамма В. subtilis SKI. Это обстоятельство 
явяется косвенным свидетельством ингибирования ТНТ и (ити) его метаболитами 
ключевых дегидротсназ окисления глюкозы В suhnlis SKI о котором сообщалось ран-
нее Наумовым с соавт. (1999) и Суворовой (1999) для лактобанилл. 
Отсутствие подавления роста и потребления кислорода штаммом Ps. flucrescens 
В 346$ в присутствии ТНТ можно было бы расценить как нечувствительность культу-
ры к токсическому действию ксенобиотика. Однако замедление скорости но греблепия 
глюкозы и более низкое содержание восстановленного НАД (НАДФ) при концентра-
ции ТНТ 200 мг/л и более низкое содержание окисленного ФАД (ФМН) во всем диа-
пазоне концентраций ксенобиотика в среде культивирования является следствием 
токсического действия нитроарила и ь отношении 31 ой бактерии. 
Определение продуктов, характеризующих стратегию трансформации раз-
личных концентраций ТНТ клетками В, subtilis SKI н Ps, fluoresctns В-3468. 
Обосновывая цель настоящего исследования мы ьыеказали предположение, что кон-
центрация ксенобиотика может играть решающее значение в процессе его трансфор-
мации той или иной ферментной системой клетки, что, возможно, и определяет осо-
бенности, так называемой, стратегии трансформации. Проверка этого предположения 
возможна путем сравнения относительных концентраций метаболитов, наиболее од-
нозначно характеризующих стратегию трансформации различны* концентраци и ксе-
нобиотика - продуктов литровосстановления (ПНВ) и нитри гов - при росте й subtilis 
SKt и Ps. fluorescens В-3468 на среде с различными концен грациями ксенобиотика. 
Из данных, представленных на рис. 7, видно, что при культивировавши И 
subtilis SKI в среде с начальной концентрацией ТНТ 20 и 50 MI /Л в культу рал ьной 
жидкости преобладали продукты нитровоссгановлетш При концентрации аигроари-
ла 20 мг/л их количество достигало максимального значения к 4 ч, после чего начи-
нало медленно снижаться. При концентрации ТНТ 50 мг/л максимальное количество 
ГЩВ наблюдалось на 8 ч культивирования. 
При культивировании В. subtilis SKI в среде с начальной концентрацией 1 ИТ 
выше 100 мг/л в культуральной жидкости, наоборот, преимущественно накапливались 
нитриты. Ко 2 ч в среде появлялось незначительное количество продуктов нитропос-
становления, концентрация которых сохранялась на i юстоянном уровне в течение все-
го эксперимента. 
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Рис. 7. Динамика образования ПНВ (I) и нитритов (И) при росте В. subtilis SKI iA) и Ps. 
fluorescent* В-3468 (Б) на синтетической среде с различными концентрациями ТНТ 1- 20 
мг/л, 2. 50 мг/л; 3-100 мг/л; 4-150 мг/л; 5- 200 мг/л 
время, ч время, ч 
врем», ч время, ч 
Наиболее интенсивное уменьшение количества J1MB на Я ч культивирования 
отмечалось в диапазоне концентраций ТНТ от 50 мг/л до 100 мг/л. Очевидно, что в 
этом диапазоне концентраций происходило иьахгивирование (ингибирование) систе-
мы редукции В. subtilis SKI. С увеличением концентрации ксенобиотика ко^тичество 
нитритов возрастало, что свидетельствует об изменении стратегии трансформации 
ТНТ (в диапазоне концентраций 100 - 150 мг/л) с преимущественного образования 
11Н£ на образование продуктов трансформации не содержащих аминогрупп, образо-
вание которых сопровождается появлением свободных нитритов. Эти данные под-
тверждаются и тем фактом, что при хроматографическом разделении продуктов 
трансформации ТНТ на 8 ч кульгииирования в экстрактах проб с начальной концен-
трацией ксенобиотика 20 мг/л из двух известных миноамшюпроизводтгых ТНТ обна-
руживался лишь 2- амино-4,6-динитротолуол, а при начальной концентрации 200 мг/л 
- два не идентифицированных нами метаболита, R/ которых не совпадает ни с моно-
ни с диамииопроизводными. Резкое падение количества колониеобразующих клеток 
(Рис 2Б) в диапазоне концентраций ТНТ 50 - 100 мг/л (при дальнейшем увеличении 
концентрации ксенобиотика снижение количества колониеобразующих клеток менее 
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выражено) находится в соответствии со снижением активности системы редукции и 
снижением способности к образованию ПНВ. 
На 48 ч культивирования изменение стратег ии трансформации происходит при 
более низких концентрациях нитроарила (около 50 мг/л). Это свидетельствует о том, 
что при более длительном контакте клеток с ксенобиотиком инактивация (ичгибитцтя; 
системы редукции смешается в область более низких концентраций ТНТ. 
В отличие от чувствительного к токсическому действию ТНТ шт. В subtilis SKI, 
при культивировинтти шт. Ps. fluorescens В-3468 количество продуктов питровосста-
повления увеличивалось в зависимости от начальной концентрации ТНТ в среде куль-
тивирования (Рис. 7Б). Их количество достигало максимума па 8 час культивирования 
при начальной концентре ции ТНТ 20 мг/л и на 24 час при всех остальных концентра-
циях Параллельно с накоплением ПНВ в культуральной жидкости обнаруживалось 
незначительное количество нитритов, концентрация которых достигла максимальною 
значения на 48 час культивирования на среде с начальной концентрацией ТНТ 200 
мг/л, когда культура находилась в стационарной фазе роста, а ТНТ в среде сохранялся 
(107 мг/л). Однако, количество свободных нитритов в среде культивирования Ps. fluo-
rescem В-3468 в абсолютных единицах в несколько раз меньше, чем при культивиро-
вании В. subtilis SKI при тех же кошдентрыдиял ксенобиотика. Так па 24 и 48 часы 
культивирования В. subtilis SKI на синтетической среде с начальной кони.ен грацией 
ТНТ 200 мг/л в культуральной жидкости накяппивалось 31,5 ± 0,3 и 39,0 + 0,2 цМ 
нитритов соответственно, в то время как при культивировании Ps. fluorescens В-3468 
при той же начальной концентрации ксенобиотика лишь 3,4 ±0,2 и 10,3 ± 0,2 уМ нит-
ритов соответственно. 
Факт образования нитритов в культуральной жидкости на 48 час культивирова-
ния Ps, fluorescens В-3468 в среде с начальной концентрацией ТНТ 200 мг/л и накоп-
ление нитритов при высоких концентрациях Till (100 - 200 мг/л) на протяжении все-
ix> времени культичировпнич В. subhlh SKI подтверждает наше предположение о том, 
что в образовании нитритов существенную роль играют неблагоприятные условия 
культивирования - токсические концентрации ПГГ в случае В. subtilis SKI или высо-
кие концентрации ксенобиотика в сочетании с переходом культуры в стационар1тую 
фазу роста в случае Ps fluorescens В• 3468. 
Ранее для Pscudomonas savastanoi уже была показана возможность использова-
ния той или иной стратегии трансформации ксенобиотика в зависимости от среды 
культивирования (Martin et al., 1997). В работе Заршюва с соавторами (200?) на при-
мере Candida sp. AN-LI4 была показана возможность реализации механизма восста-
новления нитрогруппы молекучы ТНТ с образованием 2- и 4- гидроксиламино-
t (инитротг- ту оло в и альтернативного механизма атаки молекулы ТНТ — восстановле-
ние ароматического кольца с образованием гидридного комплекса Мсйзепхеймера (Н-
ТНТ). 11ричем аэрация стимулировала продукцию Н-ТНТ, roi да как стационарные ус-
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ловия способствовали накоплению гидроксиламинодинитротолуолов. Однако пере-
ключение стратегии 1р1нсформации с восстановительного иути на денитритацию, 
связанное с интенсивностью токсического пресса ксенобиотика, впервые описано ни-
ми для аэробной грамположителыюй бактерии. Изменение стратегии трансформации 
можно объяснить следующим образом. Во-первых, возможно система ферментов вос-
становит етьного пути трансформации каталитически более эффекти.лна но сравнению 
с ферментами ведущими денитритацию. Поэтому в отсутствии токсического пресса 
трансформация ксенобиотика идет по восстановительному ну ги, что мы наблюдаем 
при культиЬироаакии Ps. Jluorescens В $46$ на всех исследуемых концентрациях ГНТ 
и В fubtins SKI при низких концентрация* нитроарила (20 и 50 мг/л). Во вторых, не 
исключено, что система редукции, обеспечивающая реализацию восстановительного 
пути трансформации (или ее отдельные элементы) более чувствительна к инактиви 
рующему (ингибирующему) действию ТИТ или его метаболитов. На фоне токсиче-
ских концектряттий ксенобиотика, подавляющих активность системы редукции, к 
процессу трансформации ТНТ подключается менее эффективная, но более стабильная 
система денитритации ксенобиотика Поэтому при высоких концентрациях нитроари-
ла (выше 50 мг/л) в среде культикиролания Б subtilis. SKI наблюдается накопление 
нитритов в среде. 
Известны четыре пути трансформации нитроарилов, формально удовлетворяю-
щих феноменологии трансформации ТНТ В. subtilis SKI при высоких концентрациях 
ксенобиотика - трансформация с участием оксигеназ (Spain, 1995), редукционное от-
щепление нитр01рушиы (Duque et. all, 1993), превращение ароматического кольца, со-
провождающееся отщениением нитро1руппы (Vorbeck et. all, 1998), редукционная де-
нитритаиия с участием сульфгидрил ьных tpynn (Murphy et al., 1982; Rcnner, Nguyen, 
1984). Какой из тгих путей реализует В subtilis SKI для высоких концентраций 71 IT 
неичнеегно и |ребует дальнейших исследований. Однако, очевидно, что "выбор'1 стра-
тегии трансформации с преимущественным образованием продуктов нитровосстанов 
ленчя или элиминацией нитрохрушш зависит от исходной концен [рации ТНТ, от чув-
ствительности ферментов системы редукции к токсическому действию ТНТ или про-
дуктам ею превращения и наличия ферменгов (ферментных систем), способных обес-
печить альтернативную стратегию трансформации ксснооиогика. 
13ли* цпе неслецмфнчеФкого стимулятора роста РНКазы Bacillus imetmedim 
на рост В. subtilis SKI и Ps. fluorescent В-3468 и на их способность трансформиро-
вал» ТНТ. Принимая во внимание токсичность ксенобиотика и снижение способно 
ci и клеток В subtilis SKI его трансформировать была предпринята попытка снятия 
токсического эффекга ТНГ в отношении В. subtilis SKI и интенсификации процессов 
трансформации нитроарила исследуемыми шгаммами с помощью стимуляции pocia и 
метаболической активности клеток микроорганизмов внеклеточной щелочной РНКа-
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Рис. 8, Скорость роста В subtilis SKI (А) и Ps. fluorescent В-3468 (Б) на сип готической среде 
с различными концентрациями РНКазы: I- удельная скорость; II- выловая скорость; ) - контр 
бе* РНКазы; 2- РНКзза 10 чмг/мл; 3-10"1 мг/мл. 
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зой Bacillus intermedins (биназой), шк как известно, что в зависимости от условий 
культивирования и физиологическою состояния бактерий фермент способен стиму-
лировать как рост (Кол пикон, Куприянова Ашипт, 199?; Егоров с соавт., 1994; Ку-
приянова- Ашина с соавт., 1995; Кипенская с соавт., 199 R), так и специальные функции 
микроорганизмов (Кгорпв с соавт ; 199S, 1996; Наумова с соавт., 1996; Егоров с соавт., 
1999). 
Формальный анализ кинетических параметров роста В subtlUs SKI в присутст-
вие РНКазы позвоту.ег интерпретировать их изменение основываясь на представлении 
об интенсификации ферментом метаболических процессов исследуемой культуры 
(Рис- 8). Изменения удельной и валовой скоростей роста культуры в присутствии 
фермента свидетельствуют о более интенсивном использовании жизненно необходи-
мых компонентов среды. Об интенсификации биназой метаболических процессов го-
ворит и факт стимуляции ферментом потребления кислорода и глюкозы. 
В отличие 01 В. subtilis SKI внесение РНКазы в среду культивирования штамма 
Ps, fluorescens В-3468 не окаэыврло существенного влиянил на рост культуры. Из рис, 
6 видно, что как удельная, так и валовая скорости роста в контрольном и в опыт ньтх 
вариантах достоверно не огличаются ')ти данные хорошо соответствуют отсутствию 
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влияния бинззы па процесс по требления кислорода и глюкозы. Следовательно, в от-
литие от грамположительного штамма В subtilis SKI РЦКаза не оказывает стимули-
рующего действия на метаболические гроцессы клеток Ps fluorrsccns В-3468 и не 
стимулирует рост культуры. 
Стимуляция роста В. subtilis SKI, а так же процессов дыхания и потребления 
глюкозы свидетельствует о стимуляции анаболических процессор и, как следствие, 
интенсификации метаболизма восстансвленных кофакторов. Этот вывод предполага-
ет возможность использования биназы в качестве стимулятора роста В subti is SKI в 
присутствии ксенобиотика и стимулятора ciS способности элиминировать ТНТ. 
Внесение фермента в среду культивирования В. subtilis. SKI с начальной кон-
центрацией ТНТ 20 мг/л привело к стимуляции роста культуры в опытных вариантах 
(Рис. .9) Однако эта стимуляция отмечалась лишь начиная е 4 часа культивирования 
после элиминации ТНТ из сртды. 
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Рис, 9. Влияние РНКазы на рост В. subtilis SKI (Л) и Ps fluorescent В 3468 (В) на синтетиче-
ской среде с различными концентрациями ТНТ: 1-20 мг/л; П - 200 мг/л; 1 - контр, (с ТНТ); 
2 - ПГГ + РНКаза 10"2 мг/мл; 3 ТНТ t РНКаза 10"1 мг/мл.; 4 - контр (без РНКазы и 
THTi, | - ТНТ в среде не определяется. 
Скорость элиминации ксенобиотика в присутствии фермента не изменялась. 
Характер роста культуры при концентрации ТНТ 200 мг/л в присутствии бинсзы не 
отличался от контроля, содержащего ТНТ. Это свидетельствует о том, что биназа но 
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снимает токсическое действие ТНТ в отношении штамма В subfile SKI. не влияет но 
скорость элиминации нитроарила и не способна контролировать ключевые реакции 
метаболизма в присутствии ксенобиотика. 
Так же как и на среде без ТНТ, так и на среде с ксенобиотиком, внесение РНКа-
зы не оказало стимулирующего дейст вия на рост шт. Ps. fluorescens В-3468 и не влия-
ло на скорость элишггации ТНТ из среды кулы ивг.ровадия. 
Таким образом, как бишза, так и ТИТ оказываку: влияние на ключевые этапы 
метаболизма клеток Bacillus sp.SKl. Однако при совместном действии на клетки эф-
фекты ксенобиотика доминируют. Неспособность фермента отменить эти эффекты 
свидетельствует об отсутствии у него конкурентных взаимоотношений с ТНТ на 
уровне мишеней. 
ВЫВОДЫ 
1. 2, 4, б - тринитротолуол в концентрациях 20 - 200 мг'л ингнбирует рост грампо-
ложительиого штамма Bacillus subtilis SKI Ингибирующий эффект ксенобиотика за-
висит от его концентрации В отличие от чувствительного к токсическому действию 2, 
4, 6 - тринитротолуола штамма Bacillus subtilis SKI известный грамотрицятеттьный 
штамм деструктор Pseudomonas fluorescens В-3468 способен расти при всех исследо-
ванных концентрациях нитроарила. 
2. На примере грамположительноги штамма Bacillus subtilis SKI впервые установле-
но, что токсическое действие 2, 4, б - тринитротолуола сопровождается уменьшением 
размеров и увеличением показателя преломления (удельной плотности) и термоста-
бильности клеток. Изменения физических параметров клеток треб^тот осторожное ги в 
оценке кинетических параметров роста культуры по оптической плотности в присут-
ствии ксенобиотика. 
3. 2, 4, 6 - тринитротолуол ингибирует потребление кислорода и глюкозы тшнммом 
Bacillus subtilis SKL Подавление потребления глюкозы в присутствии различных кон-
центраций ксенобиотика совпадает с угнетением роста культуры. 2, 4 ,6 - тринитрото-
луол не влияет на потребление кислорода штаммом Pseudomonas fluorescens В-3468. 
Концентрация хсеьоблотика 200 мг'л замедляет скорость потребления глюкозы 
штаммом Pseudomonas fluorescens В-3468. 
4. В присутствии 2, 4, б - тринитротолуола в клетках Bacillus subtilis SKI снижается 
количество восстановленных никотинамидадсни ндину клесл идо в и окисленных фла-
виновых кофакторов. Токсический ^фект высоких концентраций 2, 4, б - тринитро-
толуола (200 мг/л) в отношении Pseudomonas fluorescens В-3468 проявляется в сниже-
нии количества этих кофакторов в клетках штамма. 
5. Штаммы Baallus subtilis SKI и Ps. fluorescens В-3468 способны трансформировать 
2, 4, 6 - тринитротолуол. Скорость элиминации ксенобиотика из сре.-цы культивирова-
ния исследуемыми штаммами не зависит от начальной концентрации нитроарила. 
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Скорость элиминации 2, 4, 6 - тринитротолуола Bacillus subtilis SKI в первые часы 
культивирования превышает скорость элимина] щи кс енобиотика Pseudomonas fluores-
cens В-3468. 
6. Впервые показан* способность грамположителыюго штамма Bacillus subtilis SKJ 
переключать стратегию трансформации 2 ,4 ,6 - тринитротолуола с восстановительно-
I о пути при низких концентрациях на элиминацию нитротрупп при высоких концен-
трациях. Штамм Pseudomonas fluorescens В-3468 элиминирует нитрогруппы только в 
стационарной фазе роста при высоких концентрациях ксенобиотика (200 мг/л). 
7, Неспецифический стимулятор метаболизма бактерий - РНКгза Bacillus intermedius -
не отменяет токсическое дейстьие 2, 4, б - тринитротолуола в отношении Bacillus 
subtilis SKI и не стимулирует элиминацию ксенобиотика штаммами Bacillus subtilis 
SKI и Pseudomonas fluorescens В-3468 
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